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De uitstoot van rookgassen waarin hoge concentraties geoxideerde zwavelverbindingen,
zoals sulfaat, sulfiet en zwaveldioxide, aanwezig zijn, zorgt voor een zware belasting van het
milieu. Zure regen, als gevolg van de vorming van zwavelzuur en het ontstaan van zuurstofarm
oppervlaktewater zijn o.m. gevolgen van deze uitstoot. Om de lozing van zwavelverbindingen in
het milieu te voorkomen, worden deze selectief verwijderd uit rookgassen via een ontzwavelings
proces. Conventionele ontzwaveling vindt plaats via een chemisch reactie proces, waarbij gips
(calciumsulfaat) het eindproduct is. Nadeel van deze methode is een hoog energie- en
chemicaliëngebruik. Bovendien bevat dit gips verontreinigingen zoals bijvoorbeeld vliegas en heeft
het een beperkte toepasbaarheid.
Een minder belastende manier van ontzwaveling van rookgassen is de biologische
ontzwaveling, waarbij gebruik wordt gemaakt van verschillende soorten micro-organismen
(Dijkman, 1995). Dit proces wordt in twee stappen uitgevoerd: een anaëroob proces, waarin
sulfaatreducerende bacteriën (SRB) met behulp van een geschikte elektronendonor (‘substraat’)
de geoxideerde zwavelverbindingen (elektronenacceptoren) omzetten in hoofdzakelijk
waterstofsulfide (H2S). En een aëroob proces, waarin zwavel-oxiderende bacteriën (bijv.
Thiobacillus soorten) dit waterstofsulfide omzetten in elementair zwavel (Janssen et al., 1995). Het
grote verschil in redoxpotentiaal tussen beide processen verlangt dat ze zich afspelen in ruimtelijk
van elkaar gescheiden compartimenten, bijvoorbeeld bioreactoren. Dit proefschrift handelt over de
biologische  sulfaatreductie in de anaërobe processtap.
Het influent van zo’n anaërobe bioreactor bestaat uit een warme (55-65 oC), sulfaat-en
sulfiethoudende oplossing, afkomstig van het wassen van de zwaveldioxide uit de rookgasstroom
met een bicarbonaat oplossing. Aan dit influent moeten extra voedingsstoffen toegediend worden
waaronder een externe elektronendonor, ten behoeve van de SRB. Het relatief goedkope
methanol is in dit onderzoek gebruikt als elektronendonor. Het influent en de bioreactor zijn niet
steriel en in de reactor kunnen hoge concentraties van het giftige waterstofsulfide optreden. Deze
condities bepaalden de eigenschappen waarop de SRB voor dit onderzoek geselecteerd zijn, te
weten:
• methanol fungeert als elektronendonor
• bij 60-65 oC verloopt groei optimaal
• zowel sulfaat als sulfiet kunnen als elektronenacceptor dienen
• tolerantie tegen waterstofsulfide is hoog
• kinetische eigenschappen beïnvloeden de concurrentie om het substraat methanol met
andere organismen in gunstige zin
Het onderzoek beschreven in dit proefschrift is gericht op het verkrijgen van meer inzicht in
de microbiologie en biochemie van thermofiele sulfaatreductie met methanol.
In de algemene inleiding (Hoofdstuk 1) wordt een uitgebreid overzicht gegeven van alle
mogelijke thermofiele bacteriën die betrokken kunnen zijn bij de anaërobe omzetting van methanol.
In samenhang hiermee worden de mogelijke anaërobe afbraakroutes van methanol beschreven.
De SRB worden geïnventariseerd en vergeleken wat betreft hun geschiktheid voor het beoogde
proces. Voor zover bekend zijn er slechts enkele thermofiele SRB beschreven die met methanol
kunnen groeien en dit zijn allen soorten uit het geslacht Desulfotomaculum. Een karakteristiek van
alle soorten uit dit geslacht is dat ze, onder bepaalde omstandigheden in staat zijn specifieke
structuren te vormen, de zogenaamde (endo)sporen. Deze sporen zijn zeer persistent en bevatten
alle genetische informatie van de ‘moedercel’. Sporen zijn bestand tegen extreme omstandigheden
als uitdroging, hitte, koude, uv-straling, ozon etc. en ze kunnen lange tijd in een sluimertoestand
verkeren en, als de condities gunstig zijn, ontkiemen en weer delende cellen vormen.
Sporenvormende bacteriën zijn vaak zeer wijdverspreid en sporen van thermofiele
Desulfotomaculum soorten worden zelfs aangetroffen worden in noordeuropese zeebodem
sedimenten  waar de temperaturen veel te laag zijn om te kunnen groeien (Isaksen et al., 1994).
Het proces van sporulering (sporenvorming) wordt in het kort aangestipt.
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Behalve SRB worden ook homoacetogene bacteriën (AB) geïnventariseerd die methanol
kunnen omzetten naar acetaat. Homoacetogenen komen deels voor in dezelfde omgeving als SRB
en zouden kunnen concurreren met de SRB om de elektronendonor methanol. Bovendien kunnen
methanogene archaea (MA) de eventuele bijproducten van de afbraak van methanol, zoals
waterstof of formiaat omzetten in methaan. Deze methanogene archaea worden tevens in dit
hoofdstuk beschreven De mogelijke combinaties van organismen die de afbraak van methanol
zouden kunnen uitvoeren zijn bovendien beschreven. Een schematische weergave van de
mogelijke omzetting van methanol in een anaërobe, thermofiele reactor is weergegeven in Figuur
7.1. Welke route in werkelijkheid zal plaatsvinden, zal voornamelijk afhangen van de groei-
omstandigheden en de kinetische eigenschappen van de organismen.
Figuur 7.1. Mogelijke omzettingsroutes van methanol met bijbehorende trofische groepen in anaërobe
bioreactoren. Symbolen: 1, SRB; 2, AB; 3, MA; - - - -, indirecte omzetting van methanol via
waterstofoverdracht; X, reactie is niet beschreven
De biochemie van de oxidatie van methanol in SRB is nog niet eerder bestudeerd. In dit
hoofdstuk wordt een overzicht van de bekende metabole routes met de bijbehorende katalytische
enzymen gegeven, zoals gevonden in andere methylotrofe organismen.
Besloten wordt met een korte opsomming van andere chemisch/fysische factoren die het beoogde
proces kunnen beïnvloeden.
In Hoofdstuk 2 zijn de mogelijke routes die gevolgd kunnen worden in een thermofiel
sulfaatreducerend proces met methanol in gedefinieerde mengcultures beschreven. Geschikte
vertegenwoordigers van de drie belangrijke trofische groepen van anaërobe organismen
beschreven in hoofdstuk 1 zijn voor deze experimenten gebruikt. Deze organismen zijn in




Bij gebruik van hoge waterstofsulfideconcentraties in mengcultuur experimenten, bleek
sulfaatreductie het dominante proces te zijn. Methanol werd volledig door Desulfotomaculum
kuznetsovii (het modelorganisme) gebruikt voor sulfaatreductie en D. kuznetsovii domineerde de
homoacetogeen Moorella thermoautotrophica. Acetaat speelde geen rol als tussenproduct in deze
concurrentie om methanol. Beide organismen waren relatief ongevoelig voor hoge
waterstofsulfideconcentraties, één van de factoren die de uitkomst van de concurrentie om het
substraat kunnen beïnvloeden. Er zijn geen methanol gebruikende thermofiele MA beschreven,
maar MA kunnen wel een rol spelen in de concurrentie met SRB en/of AB om bijproducten, zoals
waterstof. Bij lage waterstofsulfideconcentraties (5 mM) was de methanogeen
Methanothermobacter thermoautotrophicus in staat 14 % van de methanol indirect, via
waterstofoverdracht van zowel D. kuznetsovii, als van M. thermoautotrophica, om te zetten naar
methaan, echter, bij hoge waterstofsulfideconcentraties (> 11 mM) werd methaanvorming
duurzaam onderdrukt en speelde geen rol van betekenis meer. Het toevoegen van een
sulfaatreduceerder die geen methanol kan gebruiken maar wel waterstof (Thermodesulfovibrio
soort), aan een mengcultuur van D. kuznetsovii en Methanothermobacter thermoautotrophicus (bij
lage sulfideconcentraties), deed de methaanproductie stoppen. Dit betekent dat de
waterstofgebruikende Thermodesulfovibrio soort, Methanothermobacter thermoautotrophicus
volledig domineerde en de concurrentie om waterstof won. Een stabiel verkregen cocultuur van
twee sulfaatreduceerders, namelijk D. kuznetsovii en de Thermodesulfovbrio soort, kon verklaard
worden uit waterstofoverdracht van D. kuznetsovii naar de Thermodesulfovibrio soort.
Belangrijkste conclusie uit al deze mengcultuur experimenten is, dat bij hoge
waterstofsulfideconcentraties, sulfaatreductie met methanol het dominante proces wordt (zie
Figuur 7.2). Deze sulfaatreductie kan resultaat zijn van direct en indirect (via waterstofoverdracht)
gebruik van methanol. Bij lage waterstofsulfideconcentraties zou methaanvorming een rol kunnen










Figuur 7.2. Dominante omzettingsroutes van methanol zoals bepaald in gedefinieerde mengcultures.
Symbolen: 1, SRB; 3, MA; - - - -, indirecte omzetting van methanol via waterstofoverdracht
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In studies naar substraatgebruik voor sulfaatreductie zou meer aandacht besteed kunnen
worden aan de coëxistentie van SRB met verschillende eigenschappen. De uitkomst van de
concurrentie om substraten en de resulterende eindproducten in bijvoorbeeld bioreactoren, worden
in hoge mate bepaald door de samenstelling van de sulfaatreducerende populatie. Een geschikte
SRB zou bijvoorbeeld in de bioreactoren van Weijma (2000) het residuele acetaat kunnen
gebruiken voor sulfaatreductie.
In Hoofdstuk 3 is getracht de enzymen die de methanol oxidatie in D. kuznetsovii
katalyseren te karakteriseren. Methyltransferasen, die de methylgroep van methanol overdragen
naar een acceptor, bijvoorbeeld tetrahydrofolaat, zijn niet aangetroffen in D. kuznetsovii. Er werd
echter wel een alcoholdehydrogenase activiteit gevonden in D. kuznetsovii en dit
alcoholdehydrogenase enzym werd gedeeltelijk gezuiverd en gekarakteriseerd. Dit enzym is
gevoelig voor zuurstof en vertoont een activiteit met ethanol die 10 keer zo hoog is als de activiteit
met methanol. Uit eiwitpatroonanalyses werd geconcludeerd dat bij groei op methanol, specifieke
enzymen worden geïnduceerd. Deze enzymen konden echter niet worden geïsoleerd zodat
karakterisering niet mogelijk was.
Uit bovengenoemde experimenten kon niet met zekerheid geconcludeerd worden of het
geïsoleerde alcoholdehydrogenase het belangrijkste enzym in D. kuznetsovii is dat
verantwoordelijk gesteld kan worden voor de methanol oxidatie. Uitbreiding van het onderzoek
naar de inductie van specifieke enzymen door methanol en de analyse van die enzymen zou meer
duidelijkheid hieromtrent kunnen opleveren.
In Hoofdstuk 4 wordt een bijzondere eigenschap van D. kuznetsovii  beschreven, namelijk
de productie van extreem hitteresistente sporen. In Fig. 7.3 is het verschil zichtbaar tussen een
gewone staafvormige cel van D. kuznetsovii en een citroenvorm-achtige, sporenvormende cel.
              
Figuur 7.3. Elektronenmicroscopische opname van niet-sporulerende (a) en sporulerende (b) cellen van
D. kuznetsovii.
Alle Desulfotomaculum stammen produceren sporen, maar tijdens de experimenten met D.
kuznetsovii in fermentoren werden we geconfronteerd met de ongewoon extreme hitteresistentie
van D. kuznetsovii sporen. Fermentoren waarin D. kuznetsovii was gekweekt konden niet meer
met de gangbare sterilisatie methoden (20 min, 121 ºC) gesteriliseerd worden. Na sterilisatie
ontstond er spontaan groei in de fermentoren als gevolg van het kiemen van de sporen. Extreme
procedures zouden nodig zijn om de gebruikte fermentoren sporenvrij en steriel te maken. Het
bleek wel dat de condities waaronder de sporen gevormd werden, zoals de samenstelling van het
betreffende kweekmedium, de hitteresistentie van de sporen enigszins konden beïnvloeden.
Hitteresistente sporen worden gevonden in soorten uit geslachten die verwant zijn aan het
geslacht Desulfotomaculum, zoals Clostridium, Moorella, en Bacillus. Echter, slechts één extreem




gematigd thermofiel organisme. De decimale reductietijd bij 120 ºC (dat is de incubatietijd bij een
temperatuur van 120 ºC , nodig om 90% van de sporen te doden) van de sporen van D. nigrificans
is 5 minuten (Donnelly & Busta, 1980). Uit onderhavig onderzoek bleek echter, dat D. kuznetsovii
sporen produceert met een D120 van 4 uur en een D140 van 15 min, wat uitermate uitzonderlijk
genoemd mag worden.
Alle bekende thermofiele Desulfotomaculum stammen zijn in dit onderzoek vergeleken wat
betreft hun decimale reductietijd tijd bij 120 ºC (D120).  Uit deze vergelijking  bleek dat extreem
hitteresistente sporenvorming niet inherent is aan deze groep van organismen. Alleen
Desulfotomaculum stam WW1 en Desulfotomaculum stam TPOSR vormden ook extreem
hitteresistente sporen, doch met een beduidend lagere D120 dan D. kuznetsovii. De structuur van
de spore van D. kuznetsovii vertoont bij een elektronenmicroscopische opname (Fig. 7.3) geen
opvallende verschillen - die de extreme hitteresistentie zou kunnen verklaren - met die van niet
hitteresistente sporenvormende Desulfotomaculum soorten.
Deze uitzonderlijke eigenschap van D. kuznetsovii maakt het bijzonder lastig om met dit
organisme te werken in complexe kweeksystemen zoals fermentors. In vervolgonderzoek zou
zowel meer aandacht aan de oorzaak van deze extreem hitteresistente sporenproductie, als aan
hoe dergelijke organismen te gebruiken in laboratoria, besteed kunnen worden. Bovendien zou in
de voedselverwerkende industrie meer rekening gehouden moeten worden met de mogelijke
aanwezigheid van andere dan de klassieke voedselbedervende sporenvormers als Clostridium en
Bacillus soorten in voedselproducten.
Hoofdstuk 5 beschrijft de isolatie van een onbekende, thermofiele Desulfotomaculum
stam, namelijk Desulfotomaculum solfataricum. D. solfataricum  is geïsoleerd uit moddermonsters
afkomstig van solfatara (hete zwavelpoelen van vulkanische oorsprong) in IJsland en verrijkt op
methanol en sulfiet. D. solfataricum kan een breed spectrum aan substraten gebruiken, waaronder
alcoholen en vetzuren. Opmerkelijk is het gebruik van de suikers fructose en glucose, dat niet
voorkomt bij andere thermofiele Desulfotomaculum soorten. Als elektronenacceptoren kunnen
behalve sulfiet, ook sulfaat en thiosulfaat, maar niet nitraat gebruikt worden. Fylogenetisch gezien
is D. solfataricum nauw verwant aan D. kuznetsovii, stam TPOSR en D. luciae. D. solfataricum
groeit op methanol met een specifieke groeisnelheid die 2 keer zo laag is als die van D.
kuznetsovii. Ook D. solfataricum vormt sporen, deze zijn echter niet extreem hitteresistent.
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